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(S) Oligo- Oder Polyalkylengekoppelte Thrombininhibitoren 

(57) Die Erfindung betrifft neuartige, kovalente Oligo- und 
Polyalkylenglykolkonjugate mit synthetischen Inhibitoren 
trypsin a rtiger Serinproteasen, insbesondere Inhibotoren 
der Blutgerinnungsprotease Thrombin, synthetische Zwi- 
schenstufen zu deren Herstellung und ihre Verwendung 
zur Herstellung von Wirkstoffen fur die Th era pie oder Pro- 
phylaxe thrombotischer Komplikationen. 
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Beschreibung 

[0001] Die Erfindung betrifft. neuartige, kovalente Oligo- und Polyalkylenglykolkonjugate mit synthedschen Inhibito- 
ren trypsin artiger Serinproleasen, insbesondere Inhibitoren der Blutgerinnungsprotease Thrombin, synLlietische Zwi- 
5 schenst.ufen zu deren Herstellung und ihre Verwendung zur Herstellung von WirksLoffen fur die Therapie oder Prophy- 
laxe thrombotischer Koniplikalionen. 

[0002] Die trypsinartige Serinprotease Thrombin ist das zentrale Enzym der Blulgerinnungskaskade. Unler andereni 
spaltel es Fibrinogen, wodurch ein Fibringerinnsel entsteht, dass durch folgende Quervernetzung, katalysierl durch Fak- 
lor Xllla, slabilisiert wird (Davie et al., 1991 Biochemistry 30, 10363-10370). Auch der Faktor XIITa selbst wird durch 

to die katalytische Wirkung des Thrombins aus seiner Zymogenform aktiviert. Thrombin kann die Blulgerinnungskaskade 
zusalzlich durch die Aktivierung derFaktoren V und VHI beschleunigen. Weiterhin ist Thrombin in der Lage, den auf der 
Thrombocylenoberflache befindlichen Thrombi nrezepl or spezifisch zu stimuli eren, was zu einer Plattchenaklivierung 
fuhrt. Zu hohe Thrombi naktivitaten konnen zu verschiedenen thrombolischen Komplikationen fiihren, wie z. B. Myocar- 
dinfarkt, defer Venenlhrombose, peripheren arleriellen Verschlusslcrankheiten oder Lungenembolie. Thrombotische 

15 Komplikationen konnen auch bei Therapien auftreten, bei denen Blut in Kontakl mit niclitphysiologischen Oberflachen 
kommt, wie z. B. bei operadven Eingriffen, bei der Hamodialyse oder in Herz-Lungenniaschinen. 

[0003] Durch die Verwendung des Thrombininhibitors Hirudin konnte nachgewiesen werden, daB spezifische Throm- 
binhemmer blutgerinnungshemmende Eigenschaften besitzen und fur die Vermeidung thrombotischer Komplikationen 
geeignet sind (Markwardt, 1970 Methods in Enzymol. 19, 924-932). Hirudin ist. ein naturlich vorkommendes Protein, 
20 das aus dem medizinischen Blutegel isoliert wurde und seit einigen .Tahren in rekombinanier Form vorliegt.. Inzwischen 
wurde rekombinant hergestelltes Hirudin fur einige Indikationen, wie z. B. zur Vermeidung von Thrombosen nach Hiift- 
gelenksoperationen oder bei Heparininduzierler Thrombocytopenia, zugelassen (Menear, 1999 Expert Opinion on Inve- 
stigational Drugs 8, 1373-1384). 

[0004] Da rekombinante Proteine kosteninlensiv hergestellt. werden mussen, nur parenteral appliziert werden konnen 

25 und korperfremde Proteine eine antigene Wirkung besitzen, wird intensiv an der Ent wicklung niedermolekularer, synthe- 
lischer Thrombinhemmstoffe zur Verwendung als oral wirksame Antikoagulantien geforscht. Trotz intensiver Bemuhun- 
gen sind bisher nur zwei niedennolekulare Thrombininhibitoren, Argatroban und Gabexate Mesilate, in Japan zugelas- 
sen, jedoch sind auch diese Verbindungen nur parenteral wirksam und besitzen eine sehr kurze Verweildauer im Blut. Ar- 
gatroban erhielt im Jahr 2000 auch die Zulassung in den USA. 

30 [0005] Aus der Literatur ist. bekannt, dass man durch kovalente Konjugation mit Makromolekulen, wie z. B. Polysac- 
chariden oder Poly ethylenglykolen (PEG), die Verweildauer von Proteinen, Inhibitoren und anderen Wirkstoffen im Blut 
verlangern kann. Dies gilt z. B. auch fur ein PEG-gekoppeltes Hirudin (Kurfiirst et. al., WO 91/08229) oder einen PEG- 
gekoppelten, niedermolekularen Thrombinhemmstoff basierend auf der CRC-220 (Stuber et al. Peptide Research 8, 
78-85, (1995); Stuber und Koschinsky EP 0658 585 A2). Beide PEG-Inhibitoren besitzen eine langere Halbwertszeit im 

35 Blut. von Versuchsderen im Vergleich zu den freien, unmodifizierten Verbindungen. 

[0006] Aus der Entwicklung niedermolekularer Thrombinhemmstoffe ist bekannt. dass man die fur die Bindung not- 
wendigen basischen Aminosauren Arginin und Lysin, als auch deren Mimetika 4-Amidinophenylglycin oder 3- und 4- 
Aniidinophenylalanin durch geeignete decarboxylierte Analoga ersetzen kann, ohne dass ein Verlust an Thrombinaffini- 
tat auftritt. Beispiele dafur sind Verbindungen mit C-t.enninalem Agmadn (D-Phe-Pro-Agmat.in; Bajusz et. al., 1982 Folia 

40 Haematol., Leipzig 109, 16-21), Noragmatin (Inogatran; Teger-Nilsson, WO 93/11152), 4-Amidinobenzylamin (Mela- 
gatran, Antonsson et al., WO 94/29336 oder Bohm et. al., US 5,852,051) oder 4-Aminomet.hy1-N(Anndtno)Piperidin 
Sanderson et al., 1997 Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters 7, 1497-1500). 

[0007] Ein Problem bei der Anwendung von Thrombininhibitoren ist. oftmals, dass die Leber diese StoflFe rasch auf- 
nimmt, metabolisiert und sezerniert. Dabei konnen neue Metabolite mil unerwiinschten Nebenwirkungen entstehen, die 
45 teilweise wieder in den Blulkreislauf abgegeben werden und so z. B. fiir eine Medikamentenenlwicklung nur bedingt. ge- 
eignet sind. Eine Aufnahme in die Leber wurde z. B. fur Thrombininhibitoren aus vollig verschiedenen Substanzklassen 
gezeigt, wie z. B. fiir CRC220, TAPAP, NAPAP, Argatroban oder Efegatran. 

[0008] Uberraschenderweise konnten wir feststellen, dass die hier beschriebenen Oligo- oder Polyalkylenglykol-ge- 
bundenen Inhibitoren (Inhibitor-Kon jugate) in verstarktem MaB bzw. nahezu vollstandig tiber die Niere eliminierl wer- 
50 den. Das heiBt, dass die kovalente Kopplung eines Oligo- oder Polyalkylenglykolanteils an die von uns verwendeten nie- 
dermolekularen, synthetischen Thrombininhibitoren deren Ausscheidungsweg verandert. Gleichzeitig erhohl sich die 
Verweildauer der Inhibitor-Konjugate im Blut im Vergleich zu den freien Inhibitoren und damit auch ihre gerinnungs- 
hemmende Wirkung, die strikt von der Konzentradon im Blut. abhangig ist (Hauptmann und Sturzebecher, 1999 Throm- 
bosis Research 93, 203-241). 

55 [0009] Untcr der Bczcichnung Inhibitor werden im Rahmcn der vorlicgcndcn Anmcldung MolckuTc verstanden die 
spezifisch an das aktivc Zenlrum des Zielenzyms binden und so zu dessen Hemmung fiihren. Werden solche Molekiile 
zusammen mit. Oligo- oder Polyalkylenglykolen in die erfindungsgemaBen Inhibitorkonjugate integriert, so bilden sie die 
Inhibitorstruktur, d. h. den Teil der erfindungsgemaBen Kon jugate, dessen Struktur eine spezifische Wechsel wirkung mil 
dem Zielenzym erlaubt. Als bivalente Inhibitorkonjugate werden solche bezeichnet, deren Oligo- oder Polyalkylenanteil 

60 mil zwei Inhibitorstrukturen verknupft. ist. 

[0010] Wir haben gefunden, dass man durch Einbau von decarboxylierten, basischen Pl-Resten in Oligo- und Polyal- 
kylenglykol-gekoppelle Verbindungen hochpotente Thrombininhibitor- Kon jugate erhalt.en kann. Zusalzlich haben wir 
gefunden, dass man auch Thrombininhibitoren mit. Oligo- und Polyalkylenglykolen modifizieren kann, die als PI -Rest 
substituierte Arginylketonderivate besitzen. Bei Einsalz solcher Verbindungen ist. man weder auf das im aus dem Stand 

65 der Technik bekannten PEG-gekoppelten CRC-220 verwendete, kostenintensive D-4-Amidinophcnylalanin noch auf nur 
unter groBem Aufwand herzuslcllendes rekombinantes Hirudin angewiesen. 

[0011] Diese Oligo- und Polyalkylenglykol-gekoppelten Inhibitoren werden im Gegensatz zu den freien Inhibitoren 
nichl bzw. nur in geringem Umfang in die Leberzellen aufgenommen und dort vcrstolTwechselt oder in die Galle iiber- 

o 
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fBhrL, sondern fast ausschlieBlich uber die Niere eliminiert. Nach subkulaner Applikation der Oligo- undPolyalkylengly- 
kol-gekoppelten Inhibitoren wurden lang anhaltende und fur eine Gerinnungshemmung notwendige Blutspiegel der In- 
hibiloren bestimmt und es wurde festgestellt, das hierfur die stark verzogerte Transferrate der Substanzen zwischen Ex- 
travasalraum und Intra vasalraum verantwortlich ist. Die gleichmaBige Verteilung nach Resorption aus einem subkutanen 
Injektionsdepot fuhrt zu einem ausschlieBlichen Ausftillen des extrazellularen Wasserraumes, da die Kopplung der Inhi- 
bitoren mil Oligo- oder Polyalkylenglylcolen zu Substanzen mil vergroGcrten Ilydrathullen fuhrt. 
[0012] Die von uns ent wiekelten Verbindungen besilzen die allgemeine Struktur (I) 



I H 

R i ^tr N ~n N ~ B-(CH2)n_c 



N-CH O 
R 2 (CHR4)„ 
R3 



wobei 

A entweder eine Methylen-, Ethylen oder Propylengruppe ist und der damit gebildete Ring entweder unsubstituiert oder 
mil einer Hydroxylgruppe substituiert sein kann, die gegebenenfalls mil einem Alkyl- oder Aralkylrest. verethert. ist, oder 
eine der Gruppen -CH r O-, -CH 2 -S-, -CH 2 -SO, -CH r O-CH 2 -, -CH 2 -S-CH 2 -, -CH 2 -SO-CH 2 - ist; 
B eine Bindung oder 

ist, wobei R 5 ein Alky lrest ist der 1 bis 4, bevorzugt. 1 oder 2 und besonders bevorzugt ein C-Atom umfasst und mil einem 
oder mehreren gleichen oder unterschiedlichen Halogen atomen, bevorzugt CI oder F, oder mil einem Rest 

AT* 




substituierl sein kann; 
nO, 1,2, 3, 4 oder 5 ist, 
C einen Rest 



.NH / \ 

Rs-(NH) a -< — / \jh 

nhr 7 V_y b - 

? » 5 



NH 2 

/ 4 

O O CI 

-0 

Ra-(CH 2 ) b -NH 2oder c,/ 



darstellt, wobei R 6 und R 8 unabhangig voneinander bivalente Reste sind, ausgewahlt aus aromatischen oder gesattigten 
6-Ringen, die neben Kohlenstoff noch cin Heteroatom, bevorzugt. ein Stickstoffatom, enlhalten konncn und einen oder 
mehrerc gleiche oder unterschiedliche Alkylsubstituenten tragen konnen, und R^ dariiberhinaus -NH- sein kann falls a 0 
ist, R 7 ein Wasserstoffatom oder -NH 2 ist und a 0 oder 1 und b 0, 1 oder 2 ist; 

R L ein Wasserstoffatom oder ein Arylsulfonyl-, Aralkylsulfonyl-, Cycloalkylmelhylsulfonyl-, Cycloalkylethylsulfonyl- 
oder ein Alkylsulfonylrest ist, deren Arylteil gegebenenfalls einen, zwei, drei, vier oder funf Substituenten, die unabhan- 
gig voneinander ausgewahlt sind aus Halogen atomen, Alkyl- oder Alkoxyresten, tragen kann, oder mil. einem weiteren 
Ary lrest verknupft ist; 
und entweder 



R 2 -(CH 2 ) p -C:0-NH-(CI-T 2 ), r X oder - (CH 2 ) r MI-CO- (CI I 2 ) s -V-X, ist. 
wobei 

p eine ganze Zahl von 1 bis 5 und q eine ganze Zahl von 2 bis 5 ist, 
r eine ganze Zahl von 2 bis 5 und s ist eine ganze Zahl von 1-5 ist, 
V eine Bindung oder -CO-NII-(CH 2 ) c - und c eine ganze Zahl von 2 bis 5 ist, und 

X einen Oligo- oder Polyalkylenglykol der Struktur -|0-(CH 2 ) d ] c -OZ oder -fO-CI-I(CIi 3 )-CH 2 ] e -OZ oder einen Cyelus 
der Struktur 

- pHCHa)^ -[Q-(CH 2 ) f ] g -p 

darstellt und d eine ganze Zahl von 2 bis 6, e eine ganze Zahl von 3 bis 1 000, Z ein Wasserstoffatom oder ein Alkylrest. ist 
oder die gesamte Inhibitorstruktur repliziert, die an die freie Valenz des Restcs X gebunden ist, f eine ganze Zahl von 2 

3 



.1010287BA1 J_> 



DE 101 02 878 A 1 



bis 6 ist und g eine ganze Zahl von 3 bis 10, bevorzugl 3-7 ist; und 

R3 ein Phenyl- oder Cyclohexylrest ist, der mil 1 bis 5 gleichen oder unterschiedlichen Substituenten, unabhangig von- 
einander ausgewahlt aus Halogen alomen, Alkyl- oder Alkoxyresten oder Hydroxy lgruppen substituiert sein kann und 
R4 ein Wasserst off atom, Phenyl- oder Cyclohexylrest ist, der mit 1 bis 5 gleichen oder unterschiedlichen Substituenten, 
5 unabhangig voneinander ausgewahlt aus Halogen atomen, Alkyl- oder Alkoxyresten oder Hydroxylgruppen substituiert 
sein kann, wobei das Was sers toff atom bevorzugl. wird wenn m groBer als 1 ist, 
111 0, 1, 2, 3 oder 4 ist und 

am mit * gekennzeichneten Kohlenstoffatom eine D-Konliguration vorliegt; 
oder 

10 R2 ein Wasserstoffatom ist und 

R 3 -CO-NH-(CH 2 ) q -X, -NH-CO-(CH 2 ) s - V-X, -S-CH 2 -CO-NH-(CH 2 )rX oder -S-S-CH 2 -CH 2 -X ist, wobei q, s und X wie 
vorstehend definiert sind und t eine ganze Zahl von 2 bis 5 ist. 
R4 ein Wasserstoffatom ist. 
ml,2, 3,4 oder 5 ist und 

15 am mit * gekennzeichneten Kohlenstoffatom eine L-Konfiguration vorliegt.. 

[0013] Tragt die Ringstruktur, die A umfasst, einen Substituenten, so belindet sich dieser im Falle eines 5-Ringes be- 
vorzugl an Position 4, im Falle eines 6-Ringes bevorzugl an einer der Positionen 4 oder 5. 5-Ringe, in deren Ringstruktur 
durch A ein zweites Heteroatom eingefugt wird, tragen dieses Heteroatom vorzugsweise in der Position 4. Bildel A zu- 
sammen nut seinen Valenzen einen 4-Ring, so ist dieser vorzugsweise unsubstituierl. 

20 [0014] Bevorzugt stellt B eine Bindung oder eine der folgenden Strukturen dar: 

25 X V X X F F \ 

[0015] Im Rest C ist R 6 bevorzugt 1,4-Piperidindiyl, 1,3-Piperidindiyl, 1,4-Phenylen, 1,3-Phenylen, 1,4-Cyclohexan- 
diyl, 1,3-Cyclohexandiyl oder -NH-.R 8 ist bevorzugt 1,4-Phenylen, 1,3-Phenylen, 1,4-Cyclohexandiyl, 1,3-Cyclohexan- 
diyi oder 2,5-Pyridindiyl. 
30 [0016] Besonders bevorzugt sind fur C die folgenden Strukturen: 




NH 2 NH 2 

60 

[0017] Bevorzugte Substituenten des Arylanteils von Rj sind Methyl, Ethyl, Propyl, Methoxy oder Ethoxygruppen. 
Als Halogen atonie werden bevorzugt CI, Br oder F eingesetzt. Bevorzugte Reste R[ sind damit beispielsweise 3-Me- 
thoxy-phenylsulfonyl, 3,4-Dichlor-phenylsulfonyl, Benzylsulfonyl, 3,4-Dimethoxy-phenylsulfonyl, 2,4,5-Trichlor-phe- 
nylsulfonyl, 2-Naphtylsulfonyl, 4-Chlor-phenylsulfonyl, Pentamethyl-phenylsulfonyl, 2,4,6-Triisopropyl-phenylsulfo- 
65 nyl. Als besonders bevorzugter Rest Rj ist ein 4-met.hoxysubstituierter Phenylsulfonylresl zu nennen, der an den Positio- 
nen 2, 3 und/oder 6 gegebenfalls weilere Methylreste tragen kann. 

[0018] Der von X umfasste Oligo- oder Polyalkylenglykolanteil der erfindungsgemaRen Verbindungen wird bevorzugt 
durch ein Ethylenglykol oder Propylenglykol dargestellt, d. h. die Parameter d und f sind vorzugsweise 2 oder 3. Bevor- 



4 
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zugte Ketlenlangen ergeben sich aus Werlen des Parameters e von 3 und 500, besonders bevorzugt. hat das resultierende 
Polyaikylenglycol ein mittleres Molekulargewicht, das zwischen 750 und 20000 Da liegt, insbesondere urn 750, 2000, 
3000, 3400, 5000 6000, 10000 oder 20000 Da. Bildet X eine cyclische Struktur, d. h. einen Kronenether der Struktur 



pH-( CHfr-i -[Q-(CH 2 ) f ] g -Q , 



so nimnit f ebenfalls bevorzugt. die Werte 2 und 3 an. Besonders bevorzugte Werle fur g sind hier 3, 4, 5 oder 6. 
[0019] Uberraschenderweise wurde festgestellt, dass die Wirkung solcher Kronenether der von Polyalkylenglykolket- 
len eines erheblich hoheren Molekulargewichles entsprichi. So besitzen beispielsweise Kronenetherkon jugate die aus 5 
PEG-Einheiten aufgebaut sind eine Eliminierungskinelik ini Blut, die der von Polyethylenglykol (PEG)-Konjugalen mil to 
einem Molekulargewicht des PEG Anteils von 5000 bis 10000 Da entspricht. Dariiber hinaus stellen Kronenether im 
Vergleich zu linearen Polyalkylenglykolen, die notwendigerweise eine gewisse Breite der Molekulargewichtsverteilung 
aufweisen, chemisch einhcitlich definierte Verbindungen dar, was insbesondere bei der Bereitstel lung von Medikamen- 
ten Vorteile mil sich bringt. 

[0020] Besitzt X die Struktur - [0-(CH 2 ) d ] e -OZ oder -[0-CI-I(CH 3 )-CH 2 ]e-OZ und wird Z so gewalilt, dass es der Inhi- 15 
bit orst.ru ktur entspricht, an welche der Rest X mit seiner freien Valenz gebunden ist, die sich an dem Ende der Oligo- oder 
Poly alky lenglykolst.mkt.ur befindet, welche Z entgegengesetzt liegt, so entsteht ein zweifach inhibilorfunktionalisiertes 
Oligo- oder Polyalkylenglykol. Mittels solcher bifunktionalen Konjugate laBt sich die Hernmwirkung bezogen auf die 
Anzahl der vorhandenen Molekiile der Struktur (I) erhohen. Dies kann unter anderem bei der Modifizierung von Ober- 
flachen mit Molekiilen der Struktur (I) von Vorteil sein, wenn eine moglichst hohe Inhibitordichte pro Flacheneinheil er- 20 
reicht werden soil. 

[0021] Soweit. nicht gesondert definierl bezieht sich der Begriff "Alkyl-" im Rahmen der vorliegenden Erflndung auf li- 
neare oder verzweigte CpCs Alkylreste, bevoi-zugt C1-C5, besonders bevorzugt C1-C3. Cycloalkylreste beinhalten 3-8, 
bevorzugt. 3 bis 6 C-At.ome. "Alkoxy-" bezieht sich auf solche Reste, deren Kohlenstoffkette 1 bis 8, bevorzugt 1 bis 5, 
besonders bevorzugl 1 bis 3 C-Atonie unifasst. "Aralkyl-" beschreibl Strukturen mit 7 bis 19, bevorzugt 7 bis 13, beson- 25 
ders bevorzugt 7 bis 9 C-Alomen. Arylreste sind Reste mit 6 bis 18, bevorzugt. 6 bis 12, besonders bevorzugl. 6 C-Ato- 
men. Diese Definition gilt unabhangig voneinander fur jeden Fall des Auftretens der obigen Bezeichnungen. 
[0022] Besonders bevorzugt. sind im Rahmen der vorliegenden Erflndung die folgenden Verbindungen der Formel 
(Ia-f): 

30 



35 



40 



45 



50 



55 



60 



65 
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50 



55 



60 



65 
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10 



15 




20 



25 



30 



35 



(Ie) 



H 2 




40 



45 



50 



in denen R Y ein 4-Methoxy-phenyl sulphonyl- oder 4-Methoxy-2,3,6-trimethyl-phenylsulphonylrest (Mir) ist, und 
PEG eine Polyelhylenglykolslruklur der Fonnel -[0-C 2 H 4 ]r darslclU, mil Werlen fur i von 3 bis 1000, bevorzugt 3 bis 
500, wobci solchc Wcrtc fur i bevorzugt sind, die cin durchschnitl.lichcs Molckulargcwicht des PEG urn von 750 bis 
20000 Da, bevorzugt urn 750, 2000, 3000, 3400, 5000, 6000, 10000 oder 20000 Da ergeben. Die Variable h stent fur 1,2, 
3 oder 4 und R| 0 ist. 




NH 
NH 2 



oder 




NH 

N-A. 



55 



60 



[0023] Die Verbindungen der allgemeinen Fonnel (I) werden in einer phannazeutisch geeigneten, nicht-loxischen 
Salzfonn hergestelll, wie z. B. als Hydrochloride Hydrobroinid-, Acetat.-, Lacl.al-, Zilral-, Tosylat- oder Trifluoracelal- 
Salz. Sie konnen in den gebrauchlichen galenischcn Applikalionsformen fest oder fliissig angewendcl. werden, z. B. als 
Losungen, Sprays, Salben oder Cremes. Diese werden in ublicher Weise hergeslellL. Die Wirkstoffe konnen dabei mil. 
den ublichen galenischen Hilfsinitteln wie Fullstoffen, Konservierungsmitteln, FlieBregulierungsniiUeln, NetzmiUeln, 



65 
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Dispergiermitteln, Emulgatoren, Losungsmitteln und/oder Treibgasen verarbeitet werden (vgl. H. Sucker et al., Pharma- 
zeutische Technologie, Thieme-Verlag, Stuttgart, 1978). 

[0024] Die Verbindungen konnen in ublicher Weise oral oder parenteral (subkutan, intravenos, intramuskular, intrape- 
ritoneal) verabreicht werden. Sie konnen fur diagnostische Zwecke verwendet werden oder sind auch fur biotechnologi- 
5 sche Prozesse, wie z. B. Affinitatsreinigungen von Proteasen oder das Entfernen von Proteasen aus Losungen jeglicher 
Art geeignet. 

[0025] Verbindungen der Struktur (I) sind auch besonders fiir eine Beschichtung oder Modification der Oberflache ma- 
kroinolekularer Trager geeignet, uni die Gerinnung an diesen Tragern zu verhindern bzw. zu reduzieren. Diese makro- 
molekularen Trager, insbesondere Oberflachen rnedizinischer Gegenstande und Gerate wie z. B Hamodialysatoren, Oxy- 

10 genatoren und deren Schlauchsysteme, bestehen bevorzugt aus Polymethylmethacrylat, Copolyineren mit Poly methyl- 
met h aery lat. und analogen Kunststoffen, wie sie in WO 98/46648 (Bucha und Nowak) definiert sind. Zum Einsatz korn- 
men hier Homo- oder Copolymere, zu deren Herstellung mindestens ein Monomertyp eingesetzt. wird, der neben einer 
polymerisierbaren Doppelbindung oder einer polykondensierbaren funktionelien Gruppe eine weitere Carbonylgruppe 
in Form eines Ketons oder eines Carbonsaurederivats enthalt, die nicht an derPolymerisationsreaklion teilnimmt. Bevor- 

15 zugt. enthalt. das Polymer eine wiederkehrende Einheit der Formel (A): 

R 

I 

C 



R 



wobei die Reste R gleich oder verschieden sein konnen und einen Alkyl oder Arylrest oder ein Wasserstoffatom darstel- 
len. Der Alkylrest. kann linear oder verzweigt sein und besteht bevorzugt aus 1 bis 20 Kohlenstoffatomen. Der Arylrest 
30 besteht bevorzugt. aus 6 bis 18, besonders bevorzugt aus 6 bis 12 Kohlenstoffatomen. Der Rest X ist fakultativ und be- 
deutet O, N oder CH2. Fiir den Fall X = N tragi N zusatzlich zu dem in Formel (A) vermerkten einen weiteren Rest R, der 
unabhangig von den anderen Resten R wie vorstehend definiert ist. 

[0026] Besonders bevorzugt als Alkylrest ist ein geradkettiger oder verzweigter, gegebenenfalls substituierter Ci_s- Al- 
kylrest, bei spiels weise ein Methyl-, Ethyl- oder Propylrest. Beispiele fur gegebenenfalls vorhandene Substituenten um- 

35 fassen ein oder inehrere Halogenatome, z. B. Fluor-, Chior-, Brom- oder Iodatome oder Hydroxylgruppen, Ci_6-Alkyl- 
reste oder Ci_6~Alkoxy reste oder Ci_6-Alkylthiolreste. Der Arylrest ist besonders bevorzugt ein monocyclischer oder bi- 
cyclischer, gegebenenfalls substituierter Arylrest, der gegebenenfalls ein oder mehrere Heteroatome enthalten kann. Bei- 
spiele fur solche Arylreste sind Phenyl, 1- oder 2-Naphthyl, Indenyl- oder Isoindenylreste. Beispiele fiir heteroatomhal- 
tige Arylreste sind C3_9-ITeteroarylrcste, die Heteroatome, ausgewahlt aus Sauerstoff-, Schwefel- oder Stickstoffatomen, 

40 enthalten. Monocyclische Heteroarylreste umfassen beispielsweise Pyrolyl-, Furyl-, Thienyl-, Imidazolyl-, N-Methyli- 
midazolyl-, N-Ethyl imidazolyl-, Benzothiazolyl-, Chinazolinyl-, Naphthylpyridiny]-, Chinolyinyl-, Tsochinolinyl- und 
Tetrazolylreste. 

[0027] Ein bevorzugtes Polymer, das solche Gruppen enthalt, ist ein Polyalkylmethacrylat (PAMA) mit einem Alkyl- 
rest, der vorzugsweise 1-6 C-Atome umfasst, wie z. B. Polymetliylmethacrylat (PMMA), Polyethylmethacrylat. (PEMA) 
45 oder Polypropylnieth aery lat. Weiterhin konnen Poly viny lace tat, Polycyclohexyimethacrylate oder Polyphenyimethacry- 
lat eingesetzt werden. Besonders bevorzugt wird Polymethylmethacrylat eingesetzt. 

[0028] Auch Copolymere oder Polymermischungen aus beliebigen Anteilen der vorstehend genannten Polymere un- 
tereinander oder mit einer oder mehrerer weiterer Polymerkomponenten, beispielsweise Polystyrol, Polyacrylnitril oder 
Polyamiden konnen eingesetzt werden. Bevorzugt betragt der Anteil der Monomere, die ein Strukturelement (A) aufwei- 
50 sen an solchen Mischpolymeren mindestens 20%, besonders bevorzugt mindestens 40% und ganz besonders bevorzugt 
mindestens 60%. 

[0029] Zur Modifikation solcher Oberflachen wird die Oberflache mit den erfindungsgemaBen Inhibitorkonjugaten, 
z. B. in Form einer Losung, in Kontakt gebracht. Dabei konnen auch Gemische unterschiedlicher Inhibitorkonjugate der 
vorliegenden Erfindung eingesetzt werden. 

55 

Experimen telle Methoden 
Abkiirzungen 

60 ACN = Acetonitril 

Cha = Cyclohexylalanin 

CKIBE = Chlorkohlensaureisobutylester 

DIEA = Diisopropylethylamin 

DMF = Dimethylfonnaniid 
65 EE = Essigsaureethylester 

AcOH = Essigsaure 

HBTU = 2-(lH-Benzotriazole-l-yl)-l,l,3,3-Tetraniethyluronium Hexafluorophosphat 
4-MeO-bs = 4-Methoxy-benzensulfonyl 
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Mir = 4-Methoxy-2,3,6-trimethyl-benzensuifonyl 
NMM = N-Methyl-Morpholin 
OSu = Succinimidester 
OlBu = tert.Butylester 

PyBOP = Benzotriazole-l-yl-oxy-tris-pyrrolidino-phosphoniuin hexafluorophosphat 5 
TEA = Trifluoressigsaure 
THF = Tetrahydrofuran 

[0030] Analytische T-IPLC: Shimadzu LC-10A System, Saule: Vydac Ci», 5 um (250 x 4 mm) Losungsmittel A: 0,1% 
TFA in Wasser, B: 0,1% TFA in ACN, Gradient: 10% B bis 60% B in 50 min, 1 ml/min FluB, Detection bei 220 oder 
215 nm. 10 
[0031] Praparative rTPLC: Shimadzu LC-8A System, Saule: Vydac C l8 , 1 0 um (250 x 22 mm) Ldsungsmittel A: 0, 1 % 
TFA in Wasser, B: 0,1% TFA in ACN, Gradient: 20% B bis 65% B in 120 min, 10 ml/min FluB, Detektion bei 220 nm. 



Massenspeklroskopie 

[0032] Die Massenspelctren wurden auf einem Kompact. Probe der Finna Kratos (Manchester, England) mil einem 
Flugzeitmessungsdeteklor und a-Cyano-Hydroxyzimt.saure als Matrix gemessen. 

Bestimmung der kinetischen Konstanten 




einninmiL 



15 



20 



[0033] Zur Bestimmung der Thrombin hemmwirkung durch alle reversibel bindenden Inhibitoren und Inhibitor- Kon- 
jugate wurden 175 ul Tris-Puffer (0,05 mM, 0,1 M NaCl, pH 7,8; enthalt den Inhibitor) und 50 pi Substrat (d-Phe-Gly- 
Arg-pNA in H 2 0, Konzentrationen im Messansatz 360, 120 und 60 juM) bei Raumtemperatur geniischt und die Reaktion 
durch Zugabe von 50 ul humanes a- Thrombin (Kordia, finale Thrombinkonzentration im Messansatz 0,16 nM) gestartet. 
Uber einen Zeitraum von 5 min wurde die Anderung der Absorption bei 405 nm mitteis eines Microplate Readers (Lab- 25 
systems iEMS Reader MF) bestimmt. Nach Berechnung der Anstiege (Reaktionsgeschwindigkeiten) wurden die Kj- 
Werte nach Dixon (Biochem. J. 55, 170-171, 1953) durch lineare Regression mitteis eines Compulerprogramms ermit- 
telt. Die Kj-Werte sind das Mittel aus mindestens drei Bestimmungen. 
[0034] Auf analoge Weise wurden die Kj-WerLe fur Trypsin bestimmt. 

[0035] Fur die Optimierung der Inhibitor- Konjugate, insbesondere aus den nachfolgenden Beispielen 1 und 2, wurde 30 
nach geeigneten Rest en R^ gesucht, die eine rnoglichst starke Thrombinhemmung ermoglichen. Um die Selekti vital der 
Verbindungen zu untersuchen wurden auch die Hemmkonstanten fur Trypsin bestimmt. Je groBer der Quotient [Ki Tl -y p . 
s i n /KiThrombiiiL desto selektiver ist die Verbindung als Thrombininhibitor. Um die Synthese zu erleichtern, wurde diese 
Optmierung zunachst. ohne Kopplung mit einem Polyalkylenglykolrest. an Inhibitoniiolekulen der Forniel (II), wie in Ta- 
belle I aufgefiirt, vorgenommen. Diese Verbindungen, die selbst als Thrombininhibitoren aktiv sind, konnen als synthe- 35 
tische Zwischenstufen fur die Inhibitorkonjugate der Formel (I) verwendet werden. Als zentraler Baustein wurde kon- 
slant ein Glycyl-Prolyl-Dipeptid in die Inhibitoren eingebaut. 

Rl-NH 40 

W V R 10 

O O (II) 

[0036] Die Ergebnisse der Selektivitatsbestimmung sind in Tabelie I gezeigL, wobei Rio fur die Verbindungen der Ta- 45 
belle die Siruktur 
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Tabelle 1 





Nr. 


Ri 


Kj Thrombin 


K,- Trypsin (nM) 


Ki Trypsin/ 


5 






(nM) 








1 


4-lVTeth ox v-b <» * 


0,76 


22,66 


9Q 7 




2 


Mir** 


1 3 


1 5 7 


1 9 1 
1Z,1 


1 0 


3 




1 Q 




1 6 




4 


3 4-T}ichlo"r-b<i 




S 8 


9 ^ 
Z 9 :> 




5 


3-Chlor 4-Methvl-bs 


3 5 


6 2 


1 R 


15 


6 


15 en 7 vl <; i i 1 fnn vl 

u wxi_tjjr io ixiixjuy i 


3 6 


7 4 


9 1 
Z,l 


7 


3-Chlor-bs 

•J 1 1 ±VJ 1 LVO 


3 8 


3 7 


A Q7 




8 


3 ,4-DiMethoxy-bs 


4 7 


19,6 


4 2 




9 


2 4 5-TriChlor-bs 


j,7 


1Q *5 
17, j 






10 


1 -Nanbthvl ciilfnri vl 

a 1 1 huli my lauiivli y l 


7 R 


3 9 
7 


A ^ 




11 


3 5-DiChlor-bs 


8,5 




A 4 




12 


9-T^Iaribtfivlciiil'fVYn vl 

-L> tX^JLl 11 1 y loUll±\-JllJ' 1 




SR 


6 R 

0,0 


25 


1 1 

X J 




inn 




9 7 

2,/ 


1*T 


z, , j_/iv^iiivjr , j-ivicuiyi-DS 


1A ^ 


118 
1 1,15 


t 1 




1 < 
ID 


Da 


1 A 0 


in /t 
1\) 3 H 


0,70 






r eniaivie uiy i - o s 


12,/ 




2,2 


30 


1 7 
1 / 


z , $ -iviv^nior- ds 


1 7 *7 

12,7 


111 
11,1 


0,87 




1 R 




1 ^ A 




7 ^ 

2,5 




10 
iy 


z,*t,o- 1 riisopropyi-DS 


1J,D 


0 1 


a /:7 
U,o / 














35 


20 


Cvclohexvlmethvlsulfrmvl 


13 6 


^ 1 


A 99 




21 


2 4-DiChlor-bs 

j 1 XV IwXIXvX UtJ 


1 S 1 


17 5 

1 / ,J 


1 9 

1 7 ^ 




22 


4-Methyl-bs 


16,1 


14 2 


A RR 


40 


23 


2 ,3 ,4-TriChlor-bs 


16,4 


11 7 


A 71 




24 


2 4 6-TriMethvl-bs 


16,6 


13 4 


A RA 




25 


2 4-DiChlor 6-Methvl-b<; 

» J^iVXXXV/X j V J.TXWUXV1 UO 


16,9 


19 


1 1 




26 


4-Fthv1-b<? 


19 1 

17,1 


5A 9 


9 ft 
z,o 


45 


27 


2-Chlor-bs 


1 Q ^ 


1Q 1 

17, l 


A QR 




28 


Pbf*** 




?7 1 


1 9 
1,2 




29 


4-tert Butvl-b<i 

» IvX IiXVIXLYX"Uo 


^9 7 


10,4 


A %1 


50 


30 


3-Nitro-bs 


38,0 


16,1 


0,42 




31 


Phenylethylsulfonyl 


41,9 


1.6,5 


0,39 




32 


trans-Styrensulfonyl 


44,3 


2,1 


0,05 




33 


3-Cyano-bs 


48 


22,5 


0,47 


55 


34 


4-Cyano-bs 


76 


24,9 


0,33 




35 


4-Nitro-bs 


115 


12,6 


0,11 



60 *bs = Benzensulfonyl; **Mtr = 23,6-Trimethyl-4-methoxy-bs 9 ***Pbf = 2,2,4,6,7- 
Pentamethyldihydroberizofiiran-5-Sulfonyl 

65 [0037] Als besonders geeignetc Thrombininhibiloren mit guter Trypsinselektivilat erwiesen sich die Verbindungen der 
Slruktur (II), bei denen Rj einen 4-Methoxy-benzensulfonyl- odcr 4-Melhoxy-23 ? 6-trinielhyl-phenylsulfonylresl und 
R 10 einen Rest 
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NH 

V NH 2 



oder 




NH 

n Ah 2 



darstellt. 

[0038] In Folge dieser Arbeiten wurde das Glycin durch trifunktionelle Aminosauren ausgetauschi. Selektivitaiswerle 
fur die entstehenden Verbindungcn der Struktur (EI), die analog zu den in Tabelle I angegebenen Werlen erhallen wur- 
den, sind in Tabelle II aufgefiihrt. Dabei sind in Spalte 3 diejenigen Saurereste und Aminosaurereste aufgefuhrl, die von 
R 9 zusainmen mil der Aniinogruppe am benachbarten C- A torn und der Carbonylgruppe gebildet werden. die niit dem 
Stickstoff des Heterocyclus eine Amidbindung bildel. Auch fiir die Verbindungen der Tabelle II ist R l0 




// 



NH 

^NH 2 



[0039] Besonders geeignete Verbindungen der Struktur (HI), die selbst als Thronibininhibitoren aktiv sind, sind als 
synthelische Zwischenstufen ebenfalls von dieser Anmeldung umfaBt. 



Ri-NH 

R 9 O O 



(ni) 



10 



15 



20 



25 



[0040] Dies gill insbesondere fur Verbindungen der Struktur IE, fiir die 

R.! einen 4-Methoxy-phenyisulfonyl- oder einen 4-Methoxy-l,3,6-triniethylplienylsulfonylrest darsteUt, 
R 9 einen der Reste -(CH 2 )-C(0)OR u , -(CH 2 )j-R L 2 ) oder -(CH 2 )j-C(0)NH 2 darstellt, wobei 

R Ll ein Wasserstoffatom, ein Ci-C& Alkylrest, ein C7-C13 Aralkylrest oder ein Ce bis Cl 2 Alkylrest ist, R 12 eine der Grup- 
pen NH 2 , OH oder SH ist, und j 1, 2, 3 oder 4, bevorzugt 1 oder 2 ist, 30 
Rlo 




NH , NH 

oder - s O^ 

ist und 

am mil * gekennzeichneten C-Atom eine L-Kon figuration vorliegt. 

Tabelle 2 



Nr. 


R1 


-NH-CHRg-CO- 


Ki Thrombin 


Kj Trypsin 


Ki Trypsin/ 








(nM) 


(nM) 


Ki Thrombin 


36 


2-Naphthylsulphonyl 


Asp(OBzl) 


1,3 


17,6 


13,6 


37 


2-Naphthylsulphonyl 


Diarninopropionsaure 


2,4 


10,3 


4,3 


38 


2-Naphthylsulphonyl 


Ser 


2,54 


27,6 


10,9 


39 


2-Naphthylsulphonyl 


Asn 


3,4 


37,4 


11 


40 


2-Naphthylsulphonyl 


Gin 


3,8 


16,1 


4,2 


41 


2-Naphthylsulphonyl 


Thr 


5,24 


54,5 


10,4 


12 


2 -Naphthylsulphony 1 


Gly 


8,5 


58 


6,8 


42 


2-Naphthylsulphonyl 


Asp 


24,1 


69 


2,9 


43 


2-Naphthylsulphonyl 


D-Asn 


52,5 


22,4 


0,42 



35 



40 



45 



50 



55 



60 



65 
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44 


4-Methoxy-bs 


Asn 


0,215 


53 


246 


45 


4-Methoxy-bs 


Ser 


0,255 


17 


67 


46 


4-Methoxy-bs 


Asp(OMe) 


0,68 


21,4 


31 


47 


4-Methoxy-bs 


Gly 


0,76 


23 


30 


48 


4-Methoxy-bs 


Asp 


1,6 


77 


48 
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Beispiele 
Beispiel 1 

15 

[0041] Herstellung von 4-Methoxy-benzensulfonyl-Asn(PEG2000-OMe)-Pro-4-Amidinobenzylamid (Die Synthese 
der Verbindung ist. in der nachstehenden Abb. 1 weiter veranschaulicht): 

A) Z-Pro-4-(Cyano)Benzylamid 

20 

[0042] 7,27 g (29,16 mmol) Z-Pro-OH und 3,2 ml (29,16 mmol) NMM wurden in 200 mi THF unter Ruhren gelost. 
Der Ansalz wurde danach auf -15°C gektihlt und mil 3,79 ml (29,16 mmol) CKIBE versetzt. Nach ca. 10 min bei -15°C 
wurden 4,24 g (32 mmol) 4-(Cyano)Benzylamin hinzugefugt und eine weitere Stunde bei -15°C und weitere 12 Stunden 
bei Raumtemperatur geriihrt. Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt und der Ruckst and in 500 ml EE geldst. und 
25 3 x mil 5% KIiS0 4 -L6sung, 1 x mit NaCl-gesattigter Losung, 3 x mit NaHC0 3 -gesaltigter Losung und 3 x mit NaCl-ge- 
saitigter Losung gewaschen, mit Na 2 S0 4 getrocknet und im Vakuum eingeengt. 
Ausbeute: 9,9 g (27,2 mmol) Ol, 93%, HPLC: 31,67 min 

B) Z-Pro-4(Acetyl-oxamidino)Benzylamid 

30 

[0043] 9,5 g (26,1 mmol) Z-Pro-4-(Cyano)Benzylamid wurden in 300 ml Methanol gelost und mit. 3,1 g (45 mmol) 
Hydroxylamin Hydrochlorid und 7,83 ml (45 mmol) DIEA unter Ruhren versetzt. Der Ansatz wurde 4 h unter Riickfluss 
gekochl und iiber Nacht bei Raumtemperatur stehen gelassen. Das ausgefallene Zwischenprodukt (HPLC 18,18 min) 
wurde abgesaugt, im Vakuum getrocknet, bei Raumtemperatur in 200 ml AcOH gelost und in 3 Portionen mit 75 mmol 
35 Acetanhydrid versetzt. Nach 30 Minuten wurde das Losungsmittel und uberschussiges Acetanhydrid im Vakuum ent- 
fernt und der verbleibende Ruckstand in EE gelost. Es wurde 3 x mit 5% KHSO^Losung und 3 x mit NaCl-gesattigter 
Losung gewaschen, dabei iallt. bereits das Produkt als Feststoff aus, das abgesaugt, mit Wasser auf der Fritte gewaschen 
und im Vakuum getrocknet wurde. 

Ausbeute: 6,4 g (14,6 mmol) 56%; weiRe Kristalle, IIPLC: 24,37 min 

40 

C) H-Pro-4(Amidino)Benzy1amid x 2HC1 

[0044] 6 g (13,6 mmol) Z-Pro-4(Acet.yl-oxamidino)Benzylamid werden in 200 ml 90%iger AcOH unter Ruhren gelost 
und unter Schutzgas mit 0,5 g 10%igem Palladium auf Aktivkohle versetzt. Dann wird mitt els Wasserstoff 12 h hydriert 
45 und der Katalysalor abgefiltert. Das Filtrat wird im Vakuum eingeengt, der Ruckstand in 100 ml 0,5 N HC1 gelost und da- 
nach wieder im Vakuum eingeengt und getrocknet. 

Ausbeute: 3,3 g (10,3 mmol) 76% Feststoff, HPLC: 11,3 min (Start bei 0% B) 

D) 4-MeO-benzensulfonyl-Asp-OtBu 

50 

[0045] 10 g (52,8 mmol) H-Asp-OtBu (Novabiochem) wurden in 250 ml H 2 0 und 150 ml ACN unter Ruhren bei 
Raumtemperatur suspendiert und mit 13 ml (75 mmol) DIEA versetzt. Der Ansatz wurde im Eisbad gekuhlt. Dann wur- 
den innerhalb einer Stunde 11,7 g (55 mmol) 4-Methoxy-benzensulfonylchlorid, gelost in 100 ml ACN, zugetropft. Der 
pH-Werl wurde wahrend dieses Zeilraums kontrolliert und durch zusatzliche DIEA-Zugabe auf 8-9 eingestellt. Danach 

55 wurde der Ansatz weitere 6 Stunden bei Raumtemperatur und bei cincm pH-Wcrt von 8-9 gcruhrt. Dann wurde das Lo- 
sungsmittel ini Vakuum entfernt und der verbleibende Ruckstand in 300 ml Wasser bei einem pH-Werl von ca. 9 gelost. 
Die wassrige Phase wurde 2 x mit Ether extrahiert und danach durch Zusatz von 5%iger KHSCVLosung auf einen pli- 
Wert von ca. 3 eingestellt. Die saure, wassrige Phase wurde anschlieBend 3 x mit EE extrahiert, die vereinigte EE-Phase 
wurde danach noch 2 x mit 5 %iger KHSO4- Losung und 3 x mil gesatligter NaCl-Losung gewaschen und mit Na2SC>4 

60 getrocknet. Danach wurde der EE im Vakuum entfernt, das verbleibende Ol wurde in heiBem EE gelost und mit Hexan 
uberschichtet. Das Produkt kristallisierte bei ca. 4°C. 
Ausbeute: 13,6 g, HPLC bei 28,9 min 

E) 4-MeO-bs-Asn(PEG 20 oo-OMe)-OtBu 

65 

[0046] 5 g (ca. 2,5 mmol) Amino-PEG 2 ooo-Monomethylether (Rapp Polymere, Tubingen) und 2,7 g (7,5 mmol) 4- 
MeO-bs-Asp-OtBu wurden in 200 ml DMF und 50 ml ACN bei Raumtemperatur gelost und danach im Eisbad abge- 
kuhlt. Dann wurden 2,84 g (7,5 mmol) HBTU und 3,48 ml (20 mmol) DIEA hinzugegeben und der Ansatz fur weitere 
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30 ruin unter Eiskuhlung und anschliefiend weitere 5 h bei Raunitei.npcral.ur geriihrt. Das Losungsmittel wurde im Va- 
kuum eingeengt und der verbleibende Ruckstand in wenig heiBem Methanol gelost und mit einem groBen UberschuB an 
Ether versetzt. Der Ansatz wurde fur eine Stunde ins Eisbad gestellt, danach wurde das ausgefallene Produkl abgcsaugt 
und mit Ether gewaschen und getrocknet. Die Festsubstanz wird wieder in wenig, heiBem Methanol gelost. und mit einem 
groBen UberschuB an Isopropanol versetzt. Beini Stchen im Eisbad fallt das Produkl aus, es wird abgesaugt und auf der 5 
Fritte mit Isopropanol gewaschen und danach im Vakuuni getrocknet. Die Verbindung wird getrocknet und in dieser 
Form fur die weitere Synthese verwendet. 
Ausbeule: 5,5 g, HPLC 35,1 min 

F) 4-MeO-bs- Asn(PEG 2 ooo-OMe)-OH 1 o 

[0047] 5 g 4-MeO-bs-Asn(PEG2oocrOMe)-OtBu wurden bei Raumtemperatur in 150 ml 1 N HC1 in Essigsaure gelost, 
der Ansatz wurde 4 h bei Raumtemperatur stehen gelassen und danach das Losungsmittel im Vakuum entfernt . Der 
Ruckstand wird in Toluol gelost und danach das Losungsmittel wieder im Vakuum abgedampft, um Saurespuren z.u ent- 
fernen, Dieser Sclirilt wird nocli 2 x wiederholt, der Ruckstand in wenig heiBem Methanol gelost und das Produkl mit 15 
Ether in der Kalle gefallt. Nach Absaugen und Waschen mit Ether wird das Produkl im Vakuum getrocknet und in dieser 
Form fur den nachsten Synlheseschritt eingesetzt 
Ausbeule: 4,7 g, HPLC 30,5 min 

G) 4-Met.hoxy-benzensullbnyl-Asn(PEG2ooo-OMe)-Pro-4-Amidinobenzylamid 20 

[0048] 2 g (ca. 0,9 mmol) 4-MeO-bs-Asn(PEG 20 oo-OMe)-OH und 0,57 g (1,8 mmol) des unter C) beschriebenen H- 
Pro-4-Amidinobenzylamids x 2HC1 werden in 50 ml DMF unter Ruhrem gelost. Nach Kuhlung mil einem Eisbad wer- 
den 0,94 g (1,8 mmol) PyBOP und 0,93 ml (5,4 mmol) DTEA hinzugefiigt. Der Ansatz wurde 30 Minulen unter Eisktih- 
lung und weitere 4 h bei Raumtemperatur geriihrt, das Losungsmittel im Vakuum eingeengt und der verbleibende Ruck- 25 
stand an Biogcl P2 (Firma Biorad) mil 2%iger Essigsaure als Laufmittel getrennt. Die Produkt-enthaltenden Fraktionen 
wurden vereinigt, im Vakuum eingeengt und aus 80 %igem ten. Butanol lyophilisiert. In einem zweiten Schritt wurde an- 
schlieBend das Produkt durch Ionenaustauschchromotographie an Fractogel CM mil einem Ammoniumacetatgradienten 
getrennt und die vereinten Fraktionen 3 X nacheinander lyophilisiert. 

HPLC: 30,66 min 30 



Beispiel 2 

[0049] In analoger Weise zum Beispiel 1 wurden die folgenden Verbindungen synthetisiert, wobci fur die Synthese 

Amino-PEG-Verbindungen mit verschiedenen Molekulargewichten verwendet wurden. 35 

4-MeO-bs-Asn(PEG5ooo-4Me)-Pro-4-Amidinobenzylamid 

4-MeO-bs-Asn(PEGioooo-OMe)-Pro-4-Amidinobenzylamid 

4-MeO-bs-Asn(PEG9oooo-OMe)-Pro-4-Amidinobenzylamid 

Mtr-Asn(PEG2ooo-OMe)-Pro-4-Ainidinobcnzylamid 

Mtr-Asn(PEG5ooo-OMe)-Pro-4-Amidinobenzylamid 40 

Mtr- A s n (PEG i oooo- OMe)-Pro-4- A rnidi noben zy I amid 

Mt.r-Asn(PEG9onnn-OMe)-Pro-4-Amidinobenzylamid 

[0050] Durch Verwendung eines bifunktionalisierten Amino-PEG wurden die beiden folgenden Verbindungen herge- 
stellt, wobei die Verbindungslinie in dieser und den folgenden Formeln die Verknupfung der beiden Inhibitoreinheilen 
milt els des angegeben bifunktionellen Poly alky iengiykols darstelit. 45 



4-MeO-bs -Asn(PEG3ooo)-P^o-4-Amidinobenzylamid 
4-MeO-bs -Asn( )-Pro-4-Amidinobenzylamid 



50 



55 

4-MeO-bs -Asn(PEG6ooo)-Pro-4-Amidinobenzylamid 



/ 



4-MeO-bs -Asn( )-Pro-4-Amidinobenzylamid 60 



[0051] Durch Verwendung von Aminomethyl-Crown-Ethcrn wurden die folgenden Verbindungen hergestellt : 
4-MeO-bs-Asn(CH2-Crown5)-Pro-4-Amidinobenzylamid 

4-MeO-bs-Asn(CIl2-Crown6)-Pro-4~Amidinobenzylamid 65 
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Bei spiel 3 

Herstellung von D-N(CH 2 -CO-WT-PEG2ooo-OMe)Cha--Pro-4-An]idinobenzylaniid 

5 [0052] (Die Synthese der Zielverbindung is! in der nachfolgenden Abb. 2 weiler veranschaulicht): 

A) D-N(Benzyloxycarbonyliiiethyl)Cha-OtBu 

[0053] Der Ausgangsstoff D-N(Benzyloxycarbonylmethyl)Cha-OtBu wurde entsprechend der beschriebenen Litera- 
io turmethode hergestellt (Preville et al. ? Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters 7, 1563-1566 (1997). 

B) D-N(Carboxymethyl)Cha-OtBu x Acetat 

[0054] 3,75 g (10 mmol) D-N(Benzyloxycarbonylmethyl)Cha-OtBu wurden in einer Mischung aus 100 ml Methanol, 
15 5 ml Essigsaure und 5 ml HoO bei Raunitemperatur und Normaldruck 3 h mil 0,3 g 10% Pd/C als Katalysator wie ublich 
hydrierl. Der Katalysator wurde abfiltriert, und das Filtrat unter Zusatz von Toluen 3 Mai im Vakuum eingeengt. Die ver- 
bieibende Substanz wird in 15 ml Essigsaure gelost und unler Zusatz von 200 ml Diethylether gefallt (weiBer Feststoff). 

C) Z-D-N(Carboxymcthyi)Cha-OtBu x Cyclohexylamin 

20 

[0055] 2 g (5,8 mmol) D-N(Carboxymethyl)Cha-OtBu x Acetat. wurden in 75 ml Wasser, 15 ml 1 N NaOH und 75 ml 
Dioxan unler starkem Ruhren suspendiert und im Eisbad gekuhlt. Danach wurden 7 mmol Z-Cl, gelost in 30 ml Dioxan, 
im Verlauf von 30 Minuten zugetropft, noch 30 Minuten unter Eiskuhlung und weitere 12 h bei Raunitemperatur geruhrt. 
Der pH-Wert wurde durch Zugabe von 1 NNaOH auf ca. 9-10 mehrmals nachgestellt. Danach wurde das Losungsmittel 
25 im Vakuum entfernt und der Riickstand in EE und Wasser aufgenommen und 3 x mit 5%iger KHS0 4 -L6sung und 3 x mil 
NaCl-gesatligter Losung gewaschen, mit. Na 2 S0 4 getrocknet und im Vakuum eingeengt. Der olige Riickstand wurde in 
Ether gelost und als Cyclohexylamin-Salz kristallisiert, abgesaugt und im Vakuum getrocknet. 

D) Z-D-N(CH 2 -CO-NH-PEG 5 ooo-OMe)Cha-OtBu 

30 

[0056] 0,62 g (1,2 mmol) Z-D-N(Carboxymethyl)Cha-OtBu X Cyclohexylamin wurden in 200 ml EE suspendiert und 
3 x mit 50 ml 5% KHS0 4 -L6sung und 3 x mit NaCl-gesattigter Losung gewaschen, mit Na 2 S0 4 getrocknet und im Va- 
kuum eingeengt. Der olige Riickstand und 2 g (0,4 mmol) Amino-PEG5000-OMe wurden in 100 mlDMF unter Riihren 
gelost. und im Eisbad abgekuhlt. Dazu wurden 0,62 g (1,2 mmol) PyBOP und 3 mmol DIEA gegeben, weitere 30 Minu- 
35 ten unter Eiskuhlung und danach 12 h bei Raumtemperatur geruhrt. Das Losungsmittel wurde im Vakuum verdampft, der 
Riickstand in wenig, heiBem Methanol gelost. und in der Kalte mit Isopropanol gefallt, abgesaugt und im Vakuum ge- 
trocknet. Die Festsubstanz wurde wieder in wenig, heiBem Methanol gelost und in der Kalte mit Ether gefallt, abgesaugt 
und im Vakuum getrocknet (Feststoff). 
Ausbeute: 1,9 g 

40 

E)Z-D-N(CH 2 -CO-NH-PEG 5 ooo-OMe)Cha-OH 

[0057] Der tert.Butylester wurde wie im Beispiel IF beschrieben abgespalten. 
Ausbeute: 1,7 g (Feststoff) 

45 

F) Z-D-N(CIi2-CO-NH-PEG 5 ooo-OMe)Cha-Pro-4-(Amidino)Benzylaniid 

[0058] Das unter Beispiel 1C hergestellte H-Pro-4(Amidino)Benzylamid x 2HC1 wurde entsprechend der Vorschrift. 
aus Beispiel 1G an 1 g Z-D-N((. , !H2-C30-NH-PEG50oo-OMe)(]ha-OH angekoppelt. Das Produkt wurde nacheinander mit 
50 Isopropanol und Ether gefallt, abgesaugt. und im Vakuum getrocknet (Rohprodukt: 0,9 g). 

G) I-T-D-N(CH 2 -CO-NrrI-PEG 5 ooo-OMe)Cha-Pro-4-(Aniidino)Benzylanu 

[0059] 0,9 g Z-D-N(CI-I 2 -CO-NI-I-PEG 5 ooo-OMe)Cha-Pro-4-(Ainidino)Benzylaniid wurden wie in Beispiel 1 C be- 
55 schricbcn 4 h hydricrt, nach abfiltricrcn dcs Katalysators, cincngcn dcs Losungsmittcls im Vakuum, wurde der Riick- 
stand in wenig heiBem Methanol gelost und mil viel Ether gefallt und abgesaugt. Das gefallte Rohprodukt wurde an Bio- 
gel P2 mit 2% AcOH als Laufmittel gereinigt. In einem zweiten Schritt. wurde anschlieBend das Produkt durch Ionenaus- 
tauschchromotographie an Fraclogel cm mit. einem Ammoniumacetatgradienten getrennt und die vereinten Fraktionen 3 
x nacheinander lyophilisiert. 

60 

Beispiel 4 

[0060] In analoger Weise zum Beispiel 3 wurden die folgenden Verbindungen synthetisiert, wobei fur die Synthese 
Amino-PEG-Verbindungen mil verschiedenen Molekulargewichten verwendet wurden. 
65 H-D-N(CH 2 -CO-NII-PEG 2 ooo-OMe)Cha-Pro-4-(Amidino)Benzvlamid 
H-D-N(CPL-CO-NH-PEG LO ooo-OMe)Cha-Pro-4-(Amidino)Benzylamid 
H-D-N(CH 2 -CO-NI-I-PEG 2 ooQo-OMe)Cha-Pro-4-(Ainidino)Benzylainid 

[0061] Durch Verwendung eines bifunktionalisierten Amino-PEG wurden die folgenden Verbindungen hergesteilt: 



14 



BNSDOCID: <DE 10102B78A1_1_> 



DE 101 02 878 A 1 



H-D-N(CH 2 -CO-NH-PEG 6 ooo)Cha-Pro-4-Amidinobenzylamid 



H-D-N(CH 2 -CO-NH- ' )-Pro-4-Amidinobenzylamid 

[0062] Durch Verwendung von Aminomethyl-Crown-Ethern wurden die folgenden Verbindungen hergestelll: 
H-D-N(CT-I 2 -CO-NH-CH 2 -Crown5)-Pro-4-Airiidinobenzylamid 

H-D-N(CH2-CO-NH-CH 2 -Crown6)-Pro-4-Amidinobenzylaniid to 

Beispiel 5 

f0063] D-N(CH 2 -CO-M-I-PEG 50 ocrOMe (Die Synthese der Ziel- 

verbindung ist in der naelifolgenden Abb, 3 weiter veranschaulicht): L5 

A) 4-(Trifluoroacetyl-Amidomethyl)-Piperidin 

[0064] 166 mmol (18,95 g, 19.91 ml) 4-Aminomethylpiperidin werden in 100 ml DCM gelost und unter magnetischen 
Ruhren im Eisbad gekiihlt. Uber einen Zeiiraum von einer Stunde werden 182.6 mmol (25.94 g, 21.78 ml) Trifluoroes- 20 
sigsaureelhylester zugeiropft. Danach wird der Ansatz eine weitere Stunde im Eisbad gekiihlt und danach noch 5 Slun- 
den bei Raumtemperatur geruhrt. Das wahrend der Reaktion ausfallende Produkt wird abgesaugt. 
Ausbeute: 18.68 g = 53.55% 

MS: berechnet, 210.17; gefunden 211,3 [M + H] + (Maldi) 

DC: Rf n-Butanol/EisessigAVasser 4/1/1 = 0.5 1 25 



B) 4-(Trifluoroacetyl-Amidomethyl)-N(Benzyloxycarbonyl)-Piperidin 

[0065] Zu einer Losung von 18 g (85.6 mmol) 4-(Trifluoroacetyl-Amidomethyl)-Piperidin in 150 ml DMF werden 
14.89 ml (85.6 mmol) DIEA hinzugegeben. Unter Ruhren im Eisbad gibt man zu dieser Mischung 22.36 g (89.75 mmol) 30 
Z-Osu, das vorher in 75 ml DMF gelost wurde. Der Ansatz wird 1 Stunde im Eisbad und danach 7 Stunden bei Raum- 
temperatur geruhrt. Danach wird das Losungsmittel im Vakuum eingeengt und der verbleibende Rest in Essigester auf- 
genommen und 3 X mit 5%iger KHSC>4-Losung und 3 x mit gesatligter NaCl-Losung gewaschen. Die EE-Phase wird 
uber Na 2 S04 getrocknet, und das Losungsmittel eingeengt. Umkristallisation aus Essigester/IIexan (weiBe Kristalle). 
Ausbeute: 28.15 g = 95.52% 35 
MS: berechnet: 344.27; gefunden: 345,1 
DC: Rf n-Butanol/Eisessig/Wasser 4/1/1 = 0.83 
Benzen/Aceton/Eisessig 27/10/0.5 = 0.73 



C) 4-(Aminomethyl)-N(Benzyloxycarbonyl)-Piperidin 40 

[0066] 27.5 g (79.88 mmol) 4-(Trifluoroacetyl-Aniidoniethyl)-N(Benzyloxycarbonyl)-Piperidin werden in 150 ml Di- 
oxan gelost und mit 150 ml 1 N NaOIT-Losung versetzt. Der Ansatz wird 3 Stunden bei 40°C geruhrt. und danach das Lo- 
sungsmittel im Vakuum eingeengt. Der Rest wird in Wasser aufgcnommen und 3 X mit DCM extrahiert. Die vereinigten 
DCM-Phasen werden uber Na 2 SC>4 getrocknet, danach wird das Losungsmittel im Vakuum eingeengt. 45 
Ausbeute: 13.92 g Ol, 56.09 mmol = 70.2% 
MS: berechnet, 248,13; gefunden, 249,3 [M + Hf 



D) Boc-Pro-4-(Amidomethyl)-N(Benzyloxycarbonyl)-Piperidin 

50 

[0067] 0,86 g Boc-Pro-OH werden in 60 ml absolutem THF unter magnctischem Ruhren gelost und mit 0.44 ml 
(4 mmol) NMM versetzt. Der Ansatz wird auf -15°C gekiihlt unddann mit 4 mmol (0.52 ml) CKIBE versetzt . Nach wei- 
teren 10 Minuten Ruhren bei -15°C werden 1.1 g (4.4 mmol) 4-(Aniinomethyl)-N(Benzyloxycarbonyl)-Piperidin zuge- 
setzl und der Ansalz eine weitere Stunde bei -15°C und weiter uber Nacht bei Rauinleiiiperatur geruhrt. Das Losungs- 
mittel wird im Vakuum eingeengt und der verbleibende Rest in Essigester aulgcnomincn und nachcinandcr 3 x mit 5% 55 
KHS0 4 -L6sung, 1 x mit gesattigter NaCl-Losung, 3 X mit gesatligter NaHC(>r Losung und nochmals 3 x mil gesatligter 
NaCl-Losung gewaschen. Danach wird die Essigeslcrphase mil Na 2 S04 getrocknet und eingeengt. 
Umkristallisation aus Essigester/Hexan. 
Ausbeute: 1.5 g, 3,3 mmol (82,5%) 

60 

E) Boc-Pro-4-(Amidomethyl)Piperidin X Acetat 



[0068] 1 g (2,2 mmol) Boc-Pro-4-(Amidomethyl)-N(Benzyloxycarbonyl)-Piperidin werden in Analogic zum Beispiel 
1C mit 150 mg Pd/C als Kalalysator in Eisessig hydrieri. Der Katalysator wird abfiltriert und das Losungsmittel weilest- 
gehend im Vakuum eingeengt, und das Produkt durch Zusatz mit Dicthylether gefallt. 65 
Ausbeute: 0,6 g 
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F) Boc-Pro-4-(Amidomethyl)-N(Amidino)Piperidin x TFA 

[0069] 0,5 g (1,34 mmol) Boc-Pro-4-(Amidomethyl)Piperidin x Acetat werden mit 0,4 g (2,7 mniol) Pyrazol-Carbo- 
xamidin-Hydrochlorid und 0,7 ml (4 mmol) DIEA in 4 ml DMF bei Raumtemperatur fur 24 h geruhrt. Das DMF wird im 
Vakuum entfernt und der Ruckstand mitlels praparativer Reversed-Phase-HPLC von Salzen und nicht. umgesetzten Py- 
razol-Carboxamidin-Hydrochlorid getrennl. 
Ausbeute: 0,35 g 

G) H-Pro-4-(Amidonielhyl)-N(Amidino)Piperidin x 2HC1 



[0070] 0,3 g (0,64 mmol) Boc-Pro-4-(Amidomethyl)-N(Amidino)Piperidin x TFA werden mit 5 ml 1 N HCl/Eisessig 
ubergossen und bei Raumtemperatur 1 Stunde stehen gelassen. Der Eisessig wird im Vakuum weitestgehend eingeengt 
und der Ruckstand durch Zugabe von Diethylether gefallt. Das Produkt wird abgesaugt, mit weiterem Diethyiether ge- 
waschen und im Vakuum getrocknet. 
15 Ausbeute: 0,18 g 

H) Z-D-N(Cl-I 2 -CO-M-I-PEG 5 ooo-OMe)Cha-Pro-4-(Amidomediyl)-N(Amidino)Piperidin x HC1 

[0071] 0,15 g (0,46 mmol) des unter Beispiei 5 G hergestellten H-Pro-4-(Amidomethyl)-N(Amidino)Piperidin x 2HC1 
20 wurde enlsprechend der Vorschrift aus Beispiei 1G an 1 g Z-D-N(CH 2 -CO-Ml-PEG50(, (r OMe)Cha-OH mittels PyBop/ 
DIEA angekoppelt. Das Produkt wurde nacheinander mil Isopropanol und Ether gefallt, abgesaugt. und im Vakuum ge- 
trocknet (Rohprodukt: 0,9 g). 



I) D-N(CH 2 -C(>>n-I-PEG 5 ooo"OMe)Cha-Pro-4-(Amidoniethyl)-N(Amidino)Piperidin x 2 HCl 

[0072] 0,8 g Z-D-N(CH 2 -CO-N?I-PEG 50 oo-OMe)Cha-Pro-4-(Amidoinethyl)-N(Aniidino)Piperidin x HC1 werden in 
90%iger Essigsaure analog der Vorschrift 1C hydriert. Das Produkt wird aus Methanol/Ether gefallt und uber Biogel P2 
und Ionenaustauschchromatographie (Fractogel-CM) gereinigt und lyophilisiert. 
Ausbeute: 0,46 g 

Beispiei 6 



[0073] In analoger Weise zum Beispiei 5 wurden die folgenden Verbindungen synthetisiert, wobei fur die Synthese 
Amino-PEG-Verbindungen mit verschiedenen Molekulargewichten verwendet wurden. 
35 H-D-N(CHo-CO-NPI-PEG9ooo-OMe)Cha-Pro-4-(Aniidomemyl)-N(Amidino)Piperidin x 2 HC1 
H-D-N(CH 2 -CO-NH-PEG l0 oQO-OMe)Cha-Pro-4-(Amidomethyl)-N(Aniidino)Piperidin x 2HC1 
H-D-N(CH2-CO-NH-PEG 2 oooo-OMe)Cha-Pro-4-(Amidomethyl)-N(Amidino)Piperidin x 2 HC1 
[0074] Durch Verwendung eines bifunktionalisierten Amino-PEG wurden die folgenden Verbindungen hergestellt: 

40 H-D-N(CH 2 -CO-NH-PEG 6 oo / o )Cha-Pro-4<Amidomethyl)-N(Amidino)Piperidin x 4 HC1 

H-D-N(CH 2 -CO-NH- )-Pro.4-Amidinobenzylamid 

45 [0075] Durch Verwendung von Aminomethyl-Crown-Ethern wurden die folgenden Verbindungen hergestellt: 
H-D-N(CH 2 -CO-NH-CH 2 -Crown5)-Pro-4-(Airiidomethyl)-N(Amidino)Piperidin x 2HC1 
H-D-N(CH 2 -CO-ra-CIi 2 -Crown 



Beispiei 7 

Herstellung von D-N(CH 2 -CO-NH-PEG 20 oo-OMe)Cha-Pro-Arg-CH 2 Cl 

[0076] (Die Synthese der Zielverbindung ist in der nachfolgenden Abb. 4 weiter veranschaulicht): 

55 A) H-Arg(PbQ-CH 2 -Cl x HC1 

[0077] Boc-Arg(Pbf>CH 2 -Cl WU rde analog der Literaturvorschrift fur Boc-Arg(Z 2 )-CH 2 -Cl (Steinmetzer el al, 1999 
J. Med. Chem. 42, 3 1 09-3 1 15) hergestellt. Durch versetzen von 5 g Boc-Arg(Pbf)-CH 2 «Cl mit 75 ml 1 N HC1 in Eisessig 
wurde selektiv die Boc-Gruppe abgespalten, das Losungsmittel weitestgehend im Vakuum entfernt und das Produkt 
60 durch Zusatz von kaltem Diethylether gefallt, abgesaugt und im Vakuum getrocknet. 
Ausbeute: 3,7 g 

B) Boc-d-Cha-Pro-OH 

65 [0078] Die Verbindung wird enlsprechend der in der Literatur beschriebenen Svnlhesestrategie hergestellt (Steinmet- 
zer et al., 1999 J. Med. Chem. 42, 3109-3115). 
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C) Boc-d-Cha-Pro-Arg(PbO-CH 2 -C] 

[0079] Aus 3g (8.14 mmol) Boc-d-Cha-Pro-OH, 0.9 ml (8.14 mmol) NMM und 1,06 ml (8.14 mmol) CKTBE in 
100 ml THF wird bei ~15°C das gemischte Anhydrid gebildel. Nach 10 rain werden 4,03 g (8.14 mmol) H-Arg(Pbf)- 
CH2-CI x HC1 hinzugefugt und der Ansatz eine weilere Stunde bei -15°C und uber Nachl bei Raumtemperatur geriihrt 5 
und wie unter Beispiel 1A beschrieben, aufgearbeitet. 
Ausbeute: 4.6 g (5.7 mmol) 

D) H-d-Cha-Pro-Arg(Pbf>CH 2 -Cl x HC1 

10 

[0080] Die Boc-Gruppe wird analog der Vorschrift aus Beispiel 5G abgespalten, das Produkt mil Ether gefallt, abge- 
saugl und im Vakuum getrocknet. 
Ausbeute: 3.86 g (5.2 mmol) 

E) H-d-N(CH 2 -CO-OtBut)Cha-Pro-Arg(Pbf)-CH 2 -Cl x HQ 15 

[0081] 3 g (4 mmol) H-d-Cha-Pro-Arg(Pbf)-CH 2 -Cl x HC1 werden in 100 ml DMF gelost und bei Raumtemperatur 
mil; 0,74 ml (4.15 mmol) Bromessigsaure-tertButylester und 1,16 g (5 mmol) Silber(I)Oxid versetzl. Der Ansatz wird 
uber Nacht geriihrt und danach die ausgefallenen Silbersalze abzentrifugiert. Das DMF wird im Vakuum entfernt, der 
Ruckstand in Essigester aufgenommen und 2 x mit NaCl-gesattigtem Wasser gewaschen, mil Na 2 S0 4 getrocknet und 20 
eingeengt. 

Ausbeute: 2.7 g (3.1 mmol) Rohprodukt 

F) T-T-d-N(CH 2 -COOH)Cha-Pro-Arg-CII 2 -Cl X 2 Trifluoressigsaure 

25 

[0082] 2,5 g (2,87 mmol) des Rohproduktes an H-d-N(CFI 2 -CO-OtBut)Cha-Pro-Arg(PbO-CH 2 -Cl x HC1 werden bei 
Raumtemperatur mit 50 ml 90% Trifluoressigsaure in Wasser versetzt und 1,5 h bei Raumtemperatur geriihrt. Das Ld- 
sungsmittel wird im Vakuum weitestgehend entfernt und der Ruckstand mil kaltem Diethylether gefallt. Das Rohprodukt 
wird abgesaugt, mil Ether gewaschen, getrocknet und mit praparativer HPLC gereinigt. 

30 

G) H-d-N(CH 2 -CONH-PEG 20 oo-OMe)Cha-Pro-Arg-CH 2 -Cl X 2 Trifluoressigsaure 

[0083] 40 mg (0,054 mmol) HPLC gereinigtes H-d-N(CH 2 -COOH)Cha-Pro-Arg-CH 2 -Cl x 2 Trifluoressigsaure und 
80,75 mg (0,04 mmol) Amino-PEG 2 ooo-OMe werden in 3 ml DMF gelost und unter Eiskuhlung mit 57 pi Pro- 
panphosphonsaureanhydrid, sowie 55 ul DIEA versetzt. Nach einer Stunde wird das Eisbad entfernt, und der Ansatz wei- 35 
tere 3 h bei Raumtemperatur geriihrt. Das Losungsmittel wird im Vakuum entfernt und der Ruckstand mittel praparativer 
Umkehrphasenchromatographie gereinigt. 
Ausbeute: 45 mg 

Beispiel 8 40 

Bestimmung der kinetischen Konstanlen 

[0084] Bis auf die im Beispiel 6 beschriebene Verbindung sind samtliche Inhibitoren reversibel bindende Thrombinin- 
hibitoren. Die bcstimmten K-,-Werte sind unabhangig von der Kettenlange des PEG, daher ist fur alle Verbindungstypen 45 
exemplarisch jeweils nur ein Inhibitor mit seinem KpWert angegeben, als Referenz werden die kinetischen Konstanten 
fiir die Verbindungen mit frcier Carboxylgruppe, die keine PEG-Kette gebunden haben, angegeben. 

Kinetische Konstanten fiir den reversibel bindenden Inhibitor aus Beispiel 1/2 

50 

4-Methoxy-benzensulfonyl-Asn(PEG2000-OMe)-Pro-4-Amidiriobenzylamid 
KThrombin* 0,53 nM; Ki Try p sin : 92,53 nM; KiTiypsiH/KiThrombin- 174 
Referenz: 4-Methoxy-benzensulfonyl-Asp-Pro-4-Anndinobenzylamid 
KiThroiTibin' 1,6 nM; Ki T]yps i n : 77 nM; Ki Tryps i n /Ki T | irombill : 48 

[0085] Bei den Inhibitoren dieses Typs fiihrt die Einfiihrung der PEG-Kcttc zu einer Vcrbcsscrung der Throinbinhcni- 55 
inung- und der Selekti vital gegeniiber Trypsin. 

Kinetische Konstanten fiir den reversibel bindenden Inhibitor aus Beispiel 3/4 

I-I-D-N(CH2-CO-MI-PEG 5 ooa-OMe)Cha-Pro-4-(Aniidino)Benzylanud 60 

KiThrombin* 0,97 nM; KiTrypsin: 3,4 nM; KiTiypsiii/KiThrombiip 3,5 

Referenz: H-D-N(CH2-^-OOH)Clia-Pro-4-(Ainidino)Benzylaniid (Diese nichl PEG-gekoppelte Referenzverbindung ist 
identisch mil dem von der Firma Astra beschriebenen Inhibitor T-I3 17/86; Gustafsson et. al„ 1998 Thromb. Haemost. 79, 
110-118). 

KiThrombin- 0,3 nM; KiTrypsin • 3,6 nM; KiTrypsin/KiThrombin* 12 65 

[0086] Bei den Inhibitoren dieses Typs fiihrt die Einfiihrung der PEG-Kette zu einer leichten Verschlechterung der 
Thronibinhenimung, die Trypsinheminung bleibt unbeeinflusst. 
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Kinetische Konstanlen fur den reversibel bindenden Inhibitor aus Beispiel 5 und 6 
H-D-N(CH 2 -CO-^-PEG 50 oo-0 

KiThrambin: 2,4 nM; Ki Trypsin : 239 nM; Ki T ryp S m/KiThrombin: 100 
5 Referenz: IT-D-N(CH 2 -COOI-I)Cha-Pro-4-(Aniidoniet.hyl)-N(Amidino)Piperidin 

KiThrombhi 1,3 nM; KiT,ypsin 226 nM; KiT, TP sin/KiTlu-onibin- 173 

[0087] Audi bei den Inhibitoren dieses Typs fuhrt die Einfuhrung der PEG-Ketle zu einer leichten Verschlechterung 
der Thrombinhemmung, die Trypsinhemmung bleibl dagegen nahezu unbeeinflusst. 

10 Kinetische Konstanlen fiir den irreversibel bindenden Inhibitor aus Beispiel 7 

[0088] Die folgenden kinelischen Konstanlen wurden entsprechend dem in der Literalur beschriebenen Verfahren 
(Stein und Trainor, 1986 Biochemistry 25, 5414-5419) bestimmt. 

[0089] I-I-d-N(CI-Io-CONI-I-PEG9ooo-OMe)Cha-Pro-Arg-CI-l9-Cl x 2 Trifluoressigsaure: 
is Ki = 10,6 nM; k iliact = 0,08 s" 1 ; k iliacl /Ki = 7,5 x 10 6 M" 1 *" 1 

[0090] Als Referenz wurde die analoge, nicht PEG-gekoppelte Verbindung gemessen: 
Ki = 3,8 nM; k hiact = 0,079 s~ L ; k inact /Ki = 2,1 x 10 6 M" l s" 1 

[0091] Aus der Literalur wurden die Dai en fiir die Chlorniethylketon-Leitst.ru ktur D-Phe-Pro-Arg-CH 2 -Cl (PPACK) 
entnommen (Walker et al., 1985 Biochem. J. 230, 645-650): 
20 Kj = 25 nM; k inact = 0,1 1 s" 1 ; k hiact /Kj = 4,4 x 10 6 M^s" 1 

[0092] Die PEG-gekoppelte Verbindung ist etwas weniger aktiv, als die analoge freie Verbindung, andererseits ist sie 
jedoch ein starkerer Throiiibinhemnistoff als das in der Literalur bereits beschriebene PPACK. 

Beispiel 9 

25 

Eliniinierung der Inhibitorkonjugate 

[0093] Vorbemerkungen: Fiir die Versuche wurden weibliche Wistarratten mil einem Korpergewicht. zwischen 
150-250 g verwendet. Die Tiere wurden unter konventionellen Bedingungen gehalten und erhielten Standardf utter und 
30 Trinkwasser ad libitum. Die Narkotisierung erfolgt e mitt els 1,5 g/kg Korpennasse Ethylurethan. AnschlieRend wurden 
die rechte und linke Vena jugulaiis prapariert und Katheter eingebunden, urn zu unterschiedlichem Zeitpunkl Blut ent- 
nehmen zu konnen. Der Urin wurde uber die gesamte Versuchsdauer gesammelt und die Inhibitorkonzentration mil ei- 
nein Gerinnungstest bestimmt. 

[00941 Abb. 5 zeigt die Eliniinierung der in Fonnel (IV) dargestellten Verbindung nach intravenoser Gabe von 
35 10 nig/kg an der Ratte. Die Eliminierungshalbwertszeit betragt ca. 16.5 min. 



OH 




[0095] Abb. 6 zeigt die Ergebnisse der Bestimmung der kumulativen Wiederfindung im Urin der in Formel (IV) dar- 
gestellten Verbindung nach subkutaner Gabe an der Ratte. Es werden ca. 58% der Verbindung im Urin wicdergefunden. 
[0096] Zum Vergleich ist ein Beispiel mil einer analogen Verbindung angegeben, an die ein PEG5000 kovalent gekop- 
pelt wurde. 

50 [0097] Abb. 7 zeigt den Blutspiegel der unlen dargestellten Verbindung der Formel (V) (die PEG-KeUe hat ein durch- 
schnittliches Molekulargcwicht von 5000 Da) nach subkutaner Gabe von 10 mg/kg. Die bestimmte Eliminierungshalb- 
wertszeit betragt ca. 2,6 Stunden und ist somit deutlich langer im Vergleich zur freien, nicht pegylierten Verbindung 
(siehe Abb. 5). 



OMe 

i 




[0098] Abb. 8 zeigt die Ergebnisse der Bestimmung der kumulativen Wiederfindung im Urin der Verbindung (V) nach 
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subkulaner Gabe an der Ratte (n = 4). Es werden nahezu 100% der Verbindung im Urin wiedergefunden. 
[0099] Abb. 9 zeigt; eine halblogarithmische Darstellung der Konzentrations-Zeit-Kurve nach subkulaner Gabe von 
5 mg/kg der Inhibitorstruktur (VI) an der Ratte. Die berechnete Eliminierungshalbwertszeit betragt. ca. 350 min. Die 
Halbwerlszeit dieser Verbindung ist soinil deullich verlangert. 
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Patent anspruche 

1. Verbindung der allgemeinen Struktur (I) 

ff H 25 



I ? H 

N-CH O 
R 2 (CHR 4 ) m 
R 3 



B-(CH 2 ) n -C 



30 



in der 

mO, 1,2, 3 oder 4 ist; 

n 0, 1,2, 3, 4 oder 5 ist; 35 
A entweder eine Methylen-, Ethylen oder Propylengruppe ist und der damit. gebildete Ring entweder unsubstituiert 
oder mil einer Hydroxylgruppe subst.it uiert. sein kann, die gegebenentalls rnit einein Alkyl- oder Aralkylrest veret- 
hert. ist, oder eine der Gruppen -CH 2 -0-, -CH 2 -S-, -CH 2 -SO-, -CH 2 -0-CH 2 -, -CH 2 -S-CH 2 -, -CH 2 -SO-CH 2 - ist; 
B eine Bindung oder 

o 

45 

ist. wobei R 5 ein Alkylrest ist. der 1 bis 4, bevorzugt 1 oder 2 und besonders bevorzugt ein C- A torn umfasst und mil 
einein oder mehreren gleichcn oder unterschiedlichen Halogen atomen oder mil. einein Rest 

- + o 

substituiert sein kann; 
C einen Rest 

NHR 7> , CI , — Rs-(CH 2 ) b — NH 2 o(ier CI 

darstelll, wobei a 0 oder 1 und b 0, 1 oder 2 ist und Rg und R 8 unabhangig voneinander bivalente Reste sind, ausge- 
wahlt aus aromatischen oder gesattigten 6-Ringen, die neben KohlenstofT noch ein Helcroaloin enthalten konnen 
und einen oder mchrere gleichc oder unlerschiedliche Alkylsubstituenten tragen konnen, und R$ dartiberhinaus - 65 
NH- sein kann falls a 0 ist, R7 ein WasserstolTatoni oder -NH 2 ist; 

Ri ein Wasserst off atom oder ein ArylsulfonyK Aralkylsulfonyl-, Cycloalkylmelhylsulfonyl-, Cycloalkylcthylsul- 
fonyl- oder ein Alkyl sulfonylresl. ist, dcren Arylleil gegebenenfalls einen, zwei, drei, vier oder funf Substituenten, 
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die unabhangig voneinander ausgewahlt sind aus Halogen atomen, Alkyl- oder Alkoxyresten, tragen kann, oder mit. 
einem weiteren Arylrest verknupft ist; 
und entweder 

R 2 -(CH 2 )p-CO-NH-(CH 2 )q-X oder -(CH 2 ),-NH-CO-(CH 2 )s- V-X, ist 
wobei 

p eine ganze Zahl von 1 bis 5 und q eine ganze Zahl von 2 bis 5 ist, 
r eine ganze Zahl von 2 bis 5 und s ist eine ganze Zahl von 1-5 ist, 
V eine Bindung oder -CO-NH-(CH 2 ) c - und c eine ganze Zahl von 2 bis 5 ist, und 

X ein Oligo- oder Poiyalkylenglykol der Struktur -[0-(CH 2 ) d ] c -OZ oder -[0-CI-I(CH 3 )-CH 2 ] c -OZ oder einen Cy- 
clus der Struktur 



darstellt und d eine ganze Zahl von 2 bis 6, e eine ganze Zahl von 3 bis 1000 ist, Z ein Wasserst off atom oder ein Al- 
kylrest ist oder die gesamte Inhibitorstruktur repliziert, die an die freie Valenz des Restes X gebunden ist, f eine 
ganze Zahl von 2 bis 6 ist und g eine ganze Zahl von 3 bis 10, ist; und 

R 3 ein Phenyl- oder Cyclohexylrest ist, der mit 1 bis 5 gleichen oder unterschiedlichen Substituenten, unabhangig 
voneinander ausgewahlt aus Halogen atomen, Alkyl- oder Alkoxyresten oder Hydroxylgruppen substituiert sein 
kann und 

R4 ein Wasserstoffatoni, Phenyl- oder Cyclohexylrest. ist der mit 1 bis 5 gleichen oder unterschiedlichen Substitu- 
enten, unabhangig voneinander ausgewahlt aus Halogenatomen, Alkyl- oder Alkoxyresten oder Hydroxylgruppen 
substituiert sein kann, 
m 0, 1 , 2, 3 oder 4 ist und 

am mit * gekennzeichneten Kohienstoffatom eine D-Konfiguration vorliegt; 
oder 

R9 ein Wasserstoffatoni ist und 

R 3 -CO-NH-(CH 2 ) q -X, -NH-CO-(CH 2 ) s - V-X, -S-CH 2 -CONH-(CH 2 ) r X oder -S-S-CH 2 -CH 2 -X ist, wobei q, s und 
X wie vorstehend deflniert sind und t eine ganze Zahl von 2 bis 5 ist; und 
R4 ein Wasserstoffatoni ist 
m 1, 2, 3, 4 oder 5 ist und 

am mit * gekennzeichneten Kohienstoffatom eine L-Konfiguration vorliegt. 

2. Verbindung gemaB Anspruch 1, wobei B eine der folgenden Strukturen darstellt 



-CK-(CU 2 )m -[0-(CH 2 ) f ] g -0 




3. Verbindung gemaR Anspruch 1 oder 2, wobei C eine der folgenden Strukturen darstellt 
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4. Verbindung gemaR einem der Anspriiche 1 bis 3, wobei X eine cyclische Struklur der Formel 

- qH-(CH 2 ) f .i -[O-(CH 2 ) f ] g -0> 

aufweisl und f und g wie in Anspruch 1 definiert sind. 

5. Verbindung geinaB Anspruch 1 mit einer der folgenden Fonneln Ia-If 
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10 



15 



(Ie) 



H 2 



y^* NH 

o^ h ° o^S o 
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25 



30 



,(I0 



in denen Ri ein 4-Methoxy-phenylsulfonyl- oder 4-Methoxy-2,3,6-triniethyl-phenylsulfonylrest ist, 
PEG eine Polyethylenglykolsl.ru ktur der Formel -[0-C2H4]i- darsteilt, mil Werten fur i von 
3 bis 1000, 

h fur 1,2, 3 oder4steht 
und Rio 




NH 
NH 2 



oder 




N 



NH 

A. 

NH 2 



35 



40 



ist. 

6. Verfahren zur Erleichterung der renalen Eliminierung eines Thrombininhibilors, dadurch gekennzeichnet daft 45 
der Inhibitor in ein Oligo- oder Polyalkylenglykolkonjugat integriert wird, in dein eine kovalente Bindung zwischen 
deni Inhibitor und einer der Strukturen -[0-(CH 2 ) d ]e-OZ, -[0-CH(CH 3 )CH 2 ] e -OZ oder 

- < ?H-( CH 2 ) f .! 4Q-(CH 2 ) f ] g ^9 

vorliegt, wobei d, e, f ? g und Z wie in Anspruch 1 definiert sind. 

7. Verfahren zur Verbesserung der Loslichkeit eines Thronibininhibitors im extrazellularen Wasserraum, dadurch 
gekennzeichnet daB der Inhibitor in ein Oligo- oder Polyalkylenglykolkonjugat integriert. wird, in deni eine kova- 
lente Bindung zwischen deni Inhibitor und einer der Strukturen - [0-(CH2)d]c-OZ, -[0-CH(CH3)-CH2] c -OZ oder 

- CH-( CH 2 ) f -i -[0-(CH 2 )f] g -0 

I I 



50 



55 



vorliegt, wobei d, e, f, g und Z wie in Anspruch 1 definiert sind. 

8. Verwendung einer Verbindung geniaR eineni der Anspriiche 1 bis 5 als Wirkstoff zur Therapie oder Prophylaxe 60 
throinbotischer Komplikationen, der uberwiegend renal eliininiert wird. 

9. Verwendung einer Verbindung geniaB eineni der Anspriiche 1 bis 5 zum Beschichten einer Oberflache. 

10. Verfahren zur Modification einer Oberflache, unifassend das in Kontakt bringen der Oberflache mil. einer Ver- 
bindung geinaB eineni der Anspruche 1 bis 5. 

11. Verbindung der Sir uktur 65 
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Ri-NH. W 

^ >"Rio 

O O (II) 



wobei R t einen 4-Melhoxy-phenylsulfonyl- oder einen 4-Methoxy-2,3,6-trimethyl"phenylsulfonylrest darslellt und 




NH 



NH 2 



oder 




NH 



ist. 

12. Verbindung der Struktur 

R 9 o o (m) 



wobei 

Rl einen 4-Melhoxy-phenylsullbnyl- oder einen 4-Methoxy-l,3,6-trimethyl-phenylsulfonylresl darstellt, 
R 9 einen der Reste -(CH 2 ) r C(0)OR u , -(CH 2 )j-R 12 , oder-(CH 2 ) r C(0)NH 2 darstellt, wobei 

R 1L ein Wasserstoffatom, ein C L -C 6 Alkylrest, ein C7-Q3 AralkyLrest oder ein C 6 bis C l2 Alkylrest. ist, R 12 eine der 
Gruppen NH 2 , OH oder SH ist, und j 1, 2, 3 oder 4 ist, 

Rio 



NH NH 




ist, 

und am mil * gekennzeichneten C-Atorn eine L-Kon figuration vorliegt. 

13. Verbindung gemaB Anspruch 12, wobei R] L eine Methyl-, Ethyl- oder Benzylgruppe ist. 
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